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Patients with breast cancer and diabetes had a significantly higher all-cause and breast 
cancer-specific morality risk in comparison to their nondiabetic counterparts (p<0.05). In patients 
with diabetes, breast cancer stage is more actively advanced than their nondiabetic counterparts 














Patients with breast cancer and diabetes were more likely to receive surgery and hormonal therapy 
























担う [47]。現在、哺乳類では 23 種類の亜鉛トランスポーターが同定されており、
細胞質から細胞外や細胞内小器官内の向きに Zn2+を輸送する 9 種類の 6 回膜貫




ク質である ZIP (Zrt-, Irt-like protein, SLC39A family)に大別される [43]。ZnT
と ZIP は、セカンドメッセンジャーである Zn2+の制御分子として、Zn2+ととも
に、生体の恒常性維持に必要な生理作用をも支配し、生命活動に重要な役割を


















































の共輸送を担う 3 種類の SGLT (sodium glucose transporter)と、拡散性移動を

























高濃度グルコース環境 (25 mM glucose)は、乳がん細胞の運動性に影響を与
えるか否か、高濃度グルコース培養条件下での細胞遊走活性を Wound healing 
assay により検討した。その結果、ホルモン依存性ヒト乳がん細胞 MCF-7 を高
濃度グルコース培養条件下で 24 時間培養した群は、生体レベルのグルコース濃
度 (5.5 mM glucose)で培養した群と比較して、細胞遊走能は著しく促進した 
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さらに、乳がん細胞を用いた Transwell migration assay においても、高濃度グ
ルコース条件下で培養することにより MCF-7 では高い遊走活性を示したのに
対し、MDA-MB-231 では認められず、Wound healing assay と同様の結果を示
した (Table 3)。 
活発に運動する細胞では、アクチン細胞骨格の再構築が重要な役割を果たし








Figure 1.  High glucose level promotes the migration of MCF-7 breast cancer cells.  A 
confluent monolayer of MCF-7 cells was scratched and then cultured with normal (5.5 mM), high 
(25 mM) D-glucose concentration, or an osmotic control (5.5 mM D-glucose plus 19.5 mM 
D-mannitol or D-fructose) medium.  After 24 h, the wounded area was observed and photographed 
by microscopy.  (A) Images at 0 and 24 h after scratching of each experimental condition.  
Arrowed lines represent cell-free zone in wounded area.  Scale bars represent 100 μm.  (B) 
Migratory rates of each experimental condition.  The quantity was normalized the wound closure 
area between 0 and 24 h against the wounded area at time zero and expressed as percentage of the 
migratory rate of MCF-7 cells incubated with the normal glucose concentration.  Data are presented 





Figure 2.  Effects of high glucose levels on migration ability in various cancer cells. 
MDA-MB-231 breast cancer (A), HeLa cervical cancer (B) or DU-145 prostatic cancer (C) cells 
were cultured with normal (5.5 mM), high (25 mM) D-glucose concentration, or an osmotic control 
(5.5 mM D-glucose plus 19.5 mM D-mannitol) medium. After 17 h, the wounded area was observed 
and photographed by microscopy. The quantity was normalized the wound closure area between 0 
and 17 h against the wounded area at time zero and expressed as percentage of the migratory rate of 






MCF-7 or MDA-MB-231 cells were cultured with normal glucose media (5.5 mM), high glucose 
media (25 mM), or osmotic control media (5.5 mM D-glucose plus 19.5 mM D-mannitol) for 24 h, 
and migrated cells were analyzed as described in Materials and Methods. Data are presented as means 
± SD. **p < 0.01, ***p<0.001 versus control (5.5 mM D-glucose concentration) and osmotic 





Figure 3. The formation of lamellipodia and morphology in MCF-7 cells cultured with high 
glucose level.  MCF-7 cells plated on Collagen IV-coated coverslips were cultured with normal 
(5.5 mM), high (25 mM) D-glucose concentration, or an osmotic control (5.5 mM D-glucose plus 
19.5 mM D-mannitol) medium for 24 h.  Cells were fixed with 3.7% formaldehyde, permeabilised 
with 0.1% Triton X-100 and stained with Alexa Fluor®546-labelled phalloidin.  Upper panels; 
fluorescence images, lower panels; phase-contrast images.  Representative results of 3 independent 









コースのアナログで解糖系を阻害できる 2-deoxy glucose を処置しても、高濃度
グルコースによる細胞運動能の亢進に対する影響はなかった (Fig. 4A)。また、
SGLT 阻害剤である phloridzin を処置した場合も、高濃度グルコースによる細










Figure 4. High glucose levels-induced migratory rate promotes through GLUT of glucose 
transporter system in MCF-7 cells. A confluent monolayer of MCF-7 cells was scratched and then 
cultured with normal glucose media (5.5 mM), high glucose media (25 mM), or osmotic control 
media (5.5 mM D-glucose plus 19.5 mM D-mannitol) in the presence or absence of 25 mM 2-DG as 
glucose analog for 12 h (A), 100 µM phloridzin as SGLT inhibitor (B), 1 µM cytochalasin B (C) or 
100 µM phloretin (D) as GLUT inhibitor for 24 h. The wounded area was observed and 





第三節 MCF-7のグルコース応答性細胞運動に必要な GLUT12 
 第一節より、グルコース応答性細胞運動は、MDA-MB-231 では見られず、
MCF-7 に特異的であった。そこで、GLUT の 14 種の分子種のうち、
MDA-MB-231 にはなく MCF-7 で特異的に発現している GLUT12 がグルコー
スセンサーおよびメディエーターとして重要な役割を果たしている可能性があ
ると考え、解析した。Western blot による解析の結果、MDA-MB-231 では、
GLUT12 のバンドが検出限界以下であったのに対し、MCF-7 では発現が認めら
れた (Fig. 5A)。さらに、高濃度グルコース条件下で 1 時間培養した MCF-7 に
おける GLUT12 のタンパク発現量は、生体レベルや浸透圧コントロールと比較
して顕著に増加し、24 時間後には減少した (Fig. 5B)。一方、がんで発現が増大
し、転移能や生命予後に重要な役割を果たしていることが報告されている
GLUT1 は、MCF7 と MDA-MB-231 のどちらにおいても、高い発現が認めら
れるものの、MCF-7 に対する高濃度グルコース処置および処置時間によって、
有意差はなかった (Fig. 5A,B)。さらに、MCF-7 においてグルコースに応答す
る GLUT12 の発現の特徴を解析するため、GLUT12 を蛍光免疫染色した。生体
レベルのグルコース濃度で培養した MCF-7 における GLUT12 は、多くが細胞
内に発現しており、特に核周囲に局在が観察された (Fig. 6A)。高濃度グルコー
ス条件下では、生体レベルのグルコース濃度で培養したときと比較して、細胞
表面や細胞内において GLUT12 の局在を示すドットが多く観察された (Fig. 
6A,B)。さらに、高濃度グルコース条件下、細胞骨格を形成する F-actin と
GLUT12の局在の関係を検討したところ、F-actinの密集したところにGLUT12
の局在が観察された (Fig. 6C)。 
 高濃度グルコース条件下におけるGLUT12の役割をさらに詳細に検討するた
め、MCF-7 に GLUT12 に対する siRNA を導入し、細胞運動能について解析し
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た。まず、GLUT12 に対する siRNA を導入した MCF-7 では、コントロール
siRNA を導入した細胞に比べて、GLUT12 の発現量は著しく減少し、サイレン
シングされたことを確認した (Fig. 7A)。GLUT12 siRNA 導入細胞を用いて、
Transwell migration assay した結果、高濃度グルコースによる細胞運動性の亢
進は著しく抑制された (Fig. 7B)。以上より、高濃度グルコース環境における乳





Figure 5. High glucose level regulates GLUT12 protein levels in MCF-7 cells. MCF-7 cells were 
cultured with normal glucose media (5.5 mM), high glucose media (25 mM), or osmotic control 
media (5.5 mM D-glucose plus 19.5 mM D-mannitol) for 1 or 24 h. The changes in GLUT1 and 
GLUT12 protein levels were assessed by Western blot (A, B) and quantitative analysis (B bottom). 































Figure 6 GLUT12 intracellular localization in MCF-7 cells cultured with high glucose level.  
MCF-7 cells were cultured with normal glucose media (5.5 mM), high glucose media (25 mM), or 
osmotic control media (5.5 mM D-glucose plus 19.5 mM D-mannitol). Images (A) and quantitative 
analysis (B) positive cells with punctate formations of GLUT12 in each experimental condition for 1 
h. Scale bars represent 10 µm. The data are presented as the mean ± SD. **p<0.01. n=3. (C) 
Photomicrographs show GLUT12 staining (green), F-actin staining (red), and merge (green and red). 
Cells were exposed to high D-glucose concentration for 1 h. Scale bars represent 50 µm. Arrows 
show representative co-localization with GLUT12 and F-actin. Representative results of 3 




Figure 7. GLUT12 is essential for high glucose-stimulated migration in MCF-7 cells. (A) 
MCF-7 cells were transfected with siRNA for GLUT12 or control sequences. The knockdown effect 
of GLUT12 was shown in Western blot. (B) In transwell migration assays, MCF-7 cells transfected 
with siRNA for GLUT12 were incubated with high (25 mM) D-glucose concentration for 24 h, and 































ルコース条件下で 1 時間培養すると GLUT12 の発現が著しく増加し、GLUT12
のノックダウンにより高濃度グルコースによる細胞運動性の亢進は消失した。






























第二章 高濃度グルコース環境におけるヒト乳がん細胞 MCF-7 の細胞運動性亢





いは ZIP10 が制御する Zn2+が注目されている [31-33,68-70]。ZIP6 は、エスト
ロゲン受容体陽性のヒト腫瘍サンプルではリンパ節転移領域で発現が高いこと
が報告されている [31-33,68-70]。その近縁である ZIP10 については、乳がん手
術標本 177 検体について、ZIP10 の mRNA 発現を real-time PCR で定量した




る [31-33,70]。本章では、高濃度グルコースによる MCF-7 の細胞運動能亢進機
構を解明するため、Zn2+ならびに ZIP6 と ZIP10 の関与について検討を行った。 
  
第一節 高濃度グルコース培養による MCF-7の細胞運動性亢進に必要な Znおよ
び ZIP6/ZIP10 
 まず、細胞内 Zn2+は、高濃度グルコースにより亢進した細胞運動性を制御す










的蛍光プローブ Newport green DCF を利用して、蛍光強度から Zn2+の細胞内
への取り込み活性を検討した。高濃度グルコース条件下における細胞内への
Zn2+の取り込み活性は、生体レベルや浸透圧コントロール群と比較して、著し
く増加した (Fig. 9A)。また、細胞の外から中へ Zn2+を取り込む亜鉛トランスポ
ーターZIP6 および ZIP10 の遺伝子発現レベルを RT-PCR 法により検討した結
果、高濃度グルコース条件下において高い発現が認められた (Fig. 9B)。 
 さらに、ZIP6 と ZIP10 が細胞運動性に果たす役割をより詳細に明らかにする
ため、ZIP6、ZIP10、ZIP6/10 に対する shRNA 発現プラスミドを導入したノ
ックダウン細胞を作製した。ZIP6、ZIP10 および ZIP6/10 ノックダウン細胞は、
各 shRNA 処置によって、ZIP6 および ZIP10 の mRNA 発現量は特異的に減少
し (Fig. 10A)、遺伝子発現量の減少に伴って、細胞内への Zn2+取り込み能は著
しく減少した (Fig. 10B)。これらの ZIP6 あるいは ZIP10 のノックダウン細胞
を用いて、Transwell migration assay を行った結果、高濃度グルコースによる








Figure 8.  The effect of Zn2+-chelating reagent, TPEN on MCF-7 migration.  A confluent 
monolayer of MCF-7 cells was scratched and then cultured in normal (5.5 mM), high (25 mM) 
D-glucose concentration, or an osmotic control (5.5 mM D-glucose plus 19.5 mM D-mannitol or 
D-fructose) medium in the absence or presence of 0.5 μM TPEN or 0.5 μM TPEN plus 5 μM ZnCl2.  
After 24 h, the wounded area was observed and photographed by microscopy.  (A) Images at 24 h 
after scratching of each experimental condition.  Arrowed lines represent cell-free zone in wounded 
area.  Scale bars represent 100 μm.  (B)  The quantity was normalized the wound closure area 
between 0 and 24 h against the wounded area at time zero and expressed as percentage of the 
migratory rate of MCF-7 cells incubated with the normal glucose concentration in the absence of 




















Figure 9.  High glucose level induces intracellular Zn2+ uptakes and mRNA expression of ZIP 
in MCF-7.  MCF-7 cells were cultured with normal (5.5 mM), high (25 mM) D-glucose 
concentration, or an osmotic control (5.5 mM D-glucose plus 19.5 mM D-mannitol) medium.  After 
24 h, uptake of Zn2+ in MCF-7 (A) and the changes in ZIP6 and ZIP10 mRNA levels in MCF-7 by 
RT-PCR (B) were analyzed.  Data are presented as means ± SD.  *p < 0.05 versus control (5.5 mM 
glucose concentration), n = 4-5.   
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Figure 10.  ZIP and intracellular zinc are essential for high glucose-induced migration.  
MCF-7 cells were transfected with shRNA each for ZIP6, ZIP10, and control sequences.  The 
knockdown effect of ZIP6 shRNA and/or ZIP10 shRNA was shown in RT-PCR (A) and Zn2+ uptake 
activity in MCF-7 (B).  (C) In transwell migration assays, MCF-7 cells transfected each with 
shRNA for ZIP6 and ZIP10 were incubated with high (25 mM) D-glucose concentration for 24 h, 















スによる運動能亢進に ZIP6 の関与が明らかとなった。また、ZIP6 は上皮細胞
としての形質を失い、間葉系細胞の形質に移行する上皮間葉分化転換 
(Epithelial-Mesenchymal Transition; EMT)の制御因子として解明されつつあ





ZIP10 の関与が明らかとなった。近年、ZIP6 と ZIP10 は、ヘテロダイマーを形
成して、細胞内への Zn2+の取り込みを調節することが報告されている [74]。本
研究においても、ZIP6 と ZIP10 の発現量と取り込み能力の変化は比例関係にあ
り、ヘテロダイマーを形成して、Zn2+の動態を制御している可能性が考えられ
るが、高濃度グルコースによって引き起こされる細胞運動性亢進における ZIP6
と ZIP10 の関連性については、さらなる検討が必要である。 
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第三章 高濃度グルコース環境におけるヒト乳がん細胞 MCF-7 の低酸素適応性




























生体におけるがん低酸素環境を反映した in vitro 低栄養・低酸素環境を作製し、
低酸素環境における MCF-7 の生存に与えるグルコースの影響とその制御機構
に Zn2+および ZIP6 が関与するか否か、検討した。 
  
第一節 高濃度グルコース培養が低酸素条件下の MCF-7 細胞生存能力に与える
影響 
 高濃度グルコース環境が、低酸素条件下における MCF-7 の細胞生存に影響を
与えるか否かを明らかにするために、生体レベルまたは高濃度グルコースで培
養後、正常酸素濃度または低酸素濃度 (1%)でさらに 48 時間培養した。高濃度
グルコースで培養した群では、生体レベルのグルコース濃度で培養した群や















EMT が関与するか否か、上皮細胞のマーカーである E-cadherin と間葉系のマ
ーカーであるVimentinおよび細胞形態を維持するアクチン骨格のF-actinの発
現量を検討した。Western blot の結果、高濃度グルコースで 8 日間培養すると、
Vimentin の発現量は増加し (Fig. 13A)、E-cadherin に対する Vimentin の発現
量比は、生体レベルのグルコース濃度で培養した群と比較して、約 2.5 倍高かっ
た (Fig. 13B)。この EMT の傾向は、高濃度グルコースで 8 日間培養後、引き
続き低酸素条件下で 48 時間培養しても、維持された (Fig. 13A B)。さらに、低
酸素条件下で F-actin を染色した結果、F-actin の発現量も、生体レベルのグル
コース濃度で培養した群と比較して、高濃度グルコース培養で増加した (Fig. 
13C)。これらのことから、高濃度グルコース培養により EMT が誘導され、低




Figure 11.  High glucose levels promote MCF-7 cell viability in hypoxia.  MCF-7 cells were 
cultured with normal glucose media (5.5 mM), high glucose media (25 mM), or osmotic control 
media (5.5 mM D-glucose plus 19.5 mM D-mannitol) for 2, 4, 6 and 8 days and then subjected to 
normoxia or hypoxia for 48 h.  The viable cells were observed by microscopy (A) and quantified by 
MTT assay (B).  Images of MCF-7 cells cultured under each experimental condition before being 
exposed to normoxia or hypoxia for 48 h. Scale bars represent 100 µm. The data are presented as the 
mean ± SD.  ***p<0.001 versus control (5.5 mM D-glucose concentration) and osmotic control 




Figure 12.  MCF-7 cells cultured under high glucose conditions suppress hypoxia-induced 
apoptosis.  MCF-7 cells were cultured with normal glucose media (5.5 mM), high glucose media 
(25 mM), or osmotic control media (5.5 mM D-glucose plus 19.5 mM D-mannitol), and then 
subjected to normoxia or hypoxia for 48 h in the absence or presence of the caspase inhibitor 
zVAD-fmk.  (A) The nuclei were stained with Hoechst 33342 before being viewed under a 
fluorescence microscope.  Scale bars represent 10 µm.  (B) The percentage of cells with nuclear 
fragmentation and condensation is shown.  (C) The effect of zVAD-fmk on hypoxia-induced cell 
death in MCF-7 cells. The numbers of cells were determined by MTT assay after the cells were 
exposed to each experimental condition and then subjected to normoxia or hypoxia for 48 h in the 
absence or presence of the caspase inhibitor zVAD-fmk.  The data are presented as the mean ± SD.  




Figure 13.  MCF-7 cells were cultured with high glucose medium to induce EMT under 
hypoxic conditions.  MCF-7 cells were cultured with normal glucose media (5.5 mM), high 
glucose media (25 mM), or osmotic control media (5.5 mM D-glucose plus 19.5 mM D-mannitol), 
and then subjected to normoxia or hypoxia for 48 h.  After 48 h of hypoxic stimulation, the changes 
in E-cadherin and vimentin protein levels in MCF-7 cells were assayed by Western blotting (A), and 
the ratio of vimentin/E-cadherin protein in MCF-7 cells is shown (B).  (C) E-cadherin expression 
and dynamic actin remodelling in MCF-7 cells cultured with high glucose medium before being 
subjected to hypoxia for 48 h.  Scale bars represent 50 µm.  The data are presented as the mean ± 




第二節 高濃度グルコース培養による MCF-7の低酸素環境適応性獲得と Znおよ
び ZIP6による制御 
 ZIP6 によって制御される細胞内遊離型 Zn2+が、乳がん細胞のアポトーシス耐





く増加した (Fig. 14)。さらに、低酸素条件下 12 時間以降では、高濃度グルコ
ースで培養した群の細胞内遊離型 Zn2+レベルは、生体レベルのグルコース濃度
や浸透圧コントロールの培養群と比較して、約 2.5 倍も増大した (Fig. 14)。細
胞内遊離型 Zn2+の増加が、低酸素環境適応性に必要か否か、TPEN の処置によ
り、細胞内の Zn2+を枯渇状態にして、低酸素環境における生存能力を MTT ア
ッセイで検討した (Fig. 15)。その結果、高濃度グルコースで培養した群の低酸
素条件下での高い生存率は、TPEN を処置しておくと、24 時間後から著しく低
下したが、TPEN と同時に細胞透過性亜鉛イオノフォア Zinc pyrithione (ZnP)
を添加して、強制的に細胞内 Zn2+濃度を上げてやると、MCF-7 の細胞生存率は
顕著に回復した (Fig. 15)。生体レベルのグルコース濃度や浸透圧コントロール
の培養群では、低酸素条件下での細胞生存率は低く、TPEN や ZnP を用いて細
胞内 Zn2+濃度を変化させても、大きな影響は見られなかった。このことから、
細胞内遊離型 Zn2+の増加が、高濃度グルコースで培養した MCF-7 の低酸素環
境適応性に必要であることが明らかになった。さらに、MCF-7 において、Zn2+





圧コントロールの培養群では、比較的緩やかな減少傾向であった (Fig. 16B)。 
 低酸素環境適応性の獲得における細胞内 Zn2+濃度と ZIP6 の関係について明
らかにするため、相関関係の解析および回帰分析を行った。高濃度グルコース
培養群では、低酸素条件下における ZIP6 mRNA の発現量と細胞内 Zn2+レベル
について、強い負の相関関係を示したが (Pearson r; -0.862, p<0.0001, Table 4., 
Fig. 17)、生体レベルのグルコース濃度の培養群 (Pearson r; -0.268, p=0.3348)
や浸透圧コントロールの培養群 (Pearson r; 0.25, p=0.3895)では、有意な相関は
見られなかった (Table 4., Fig. 17)。また、高濃度グルコース培養群では、ZIP6 
mRNA の発現量と細胞内 Zn2+レベルは、寄与率が 0.74 であり (Table 4)、精度
が高い線形回帰を示した (Fig. 17)。その回帰式について、回帰係数の p 値が危
険率 0.0001 未満であることから、細胞内 Zn2+レベルの予測に、ZIP6 mRNA の
発現量は必要な回帰係数となることが統計学的に示された (Table 5, Fig. 17)。
一方、生体レベルのグルコース濃度や浸透圧コントロールの培養群では、低酸
素条件下において、ZIP6 mRNA の発現量から細胞内 Zn2+レベルを説明するこ







より詳細に明らかにするため、ZIP6 に対する shRNA 発現プラスミドを導入し




まで低下した (Fig. 19A)。低酸素条件下においては、ZIP6 安定ノックダウン細
胞の細胞内遊離型 Zn2+濃度は、コントロール細胞と比較して、著しく高く 
(Fig.19B)、細胞生存率も顕著に増加した (Fig. 19C,D)。ZIP6 安定ノックダウン
細胞の細胞形質を検討したところ、コントロール細胞と比較して、E-cadherin
の発現は著しく減少し (Fig. 19E)、E-cadherin に対する Vimentin の発現比は


























Figure 14.  High glucose induces increases in intracellular Zn2+ levels in hypoxia. MCF-7 cells 
were cultured with normal glucose media (5.5 mM), high glucose media (25 mM), or an osmotic 
control media (5.5 mM D-glucose plus 19.5 mM D-mannitol) for 8 days, and then subjected to 
hypoxia (0 ~ 36 h).  After hypoxic stimulation, the levels of intracellular labile  Zn2+ in MCF-7 
cells were determined with the Zn2+-specific indicator FluoZin-3-AM.  The data are presented as 




Figure 15.  The effects of the Zn2+-chelating agent TPEN on MCF-7 cell survival under 
hypoxic conditions.  (A, B) MCF-7 cells were cultured with normal glucose media (5.5 mM), high 
glucose media (25 mM), or osmotic control media (5.5 mM D-glucose plus 19.5 mM D-mannitol) 
for 8 days, and then subjected to normoxia or hypoxia for 24-48 h in the absence or presence of 1 
µM TPEN or 1 µM TPEN plus 1 µM ZnP.  The viable cells were observed by microscopy (A) and 
quantified by MTT assay (B).  Scale bars represent 10 µm.  The data are presented as the mean ± 




Figure 16.  High glucose levels disturb intracellular Zn2+ homeostasis and suppress ZIP6 
mRNA expression in MCF-7 cells under hypoxic conditions.  (A, B) MCF-7 cells were cultured 
with normal glucose media (5.5 mM), high glucose media (25 mM), or osmotic control media (5.5 
mM D-glucose plus 19.5 mM D-mannitol) for 8 days, and then subjected to normoxia or hypoxia.  
The changes in ZIP6 mRNA levels were assessed by RT-PCR (A) and quantitative analysis (B).  





Figure 17. Liner relationship between ZIP6 expression and Zn point in the high glucose-treated 
cells under hypoxia. MCF-7 cells were cultured with normal glucose media (5.5 mM), high glucose 
media (25 mM), or osmotic control media (5.5 mM D-glucose plus 19.5 mM D-mannitol), and then 
subjected to hypoxia for 24-48 h. The changes in ZIP6 mRNA levels were assessed by RT-PCR and 
quantitative analysis. The levels of intracellular labile Zn2+ in hypoxia were determined with the 
Zn2+-specific indicator FluoZin-3-AM, and total cellular Zn content was quantified using 5-Br-PAPS 
method. Zn point was calculated that intracellular labile Zn2+ levels were normalized to total cellular 
Zn content. The schemes were showed the correlation between ZIP6 expression and Zn point, and R 
square. A linear regression was observed in high glucose-treated cells under hypoxia and the 












The data from Figure 17 was analysed using pearson correlation. A strong and significant correlation 
was observed in the high glucose-treated cells under hypoxia. ****p<0.0001, n=14-15. 
 
 
The data from Figure 17 was performed using a simple liner regression analysis. A linear regression 















Figure 18. The correlation between ZIP6 expression and the ratio of survival in the high 
glucose-treated cells under hypoxia. MCF-7 cells were cultured with high glucose media (25 mM), 
and then subjected to hypoxia for 48 h. The changes in ZIP6 mRNA levels were assessed by 
RT-PCR and quantitative analysis. The viable cells were observed by microscopy and quantified by 
MTT assay. The correlation between ZIP6 expression and the ratio of survival in hypoxia is expected 




























Figure 19.   ZIP6 suppression is required for MCF-7 cell survival under hypoxic conditions.  
MCF-7 cells were transfected with shRNA specific for ZIP6 or control shRNA.  (A) The effects of 
ZIP6 shRNA were assesed by RT-PCR.  (B) Changes in intracellular labile Zn2+ levels in MCF-7 
cells exposed to hypoxia and transfected with shRNA for ZIP6 or control shRNA.  After 24 h of 
hypoxic stimulation, the cells were stained with FluoZin-3-AM, and the fluorescence intensity was 
measured.   (C, D) Microscopic observation (C) of and cell viability (D) in MCF-7 cells 
transfected with shRNA for ZIP6 or control shRNA after 48 h of hypoxic stimulation.  Scale bars 
represent 50 µm.  The numbers of viable cells were quantified by MTT assay after 48 h of 
normoxia or hypoxia.  (E, F) The changes in E-cadherin and vimentin protein levels in MCF-7 cells 
transfected with shRNA for ZIP6 or control shRNA were evaluated by Western blotting (E), and the 
ratio of vimentin/E-cadherin protein is shown (F).  The data are presented as the mean ± SD.  




 低酸素環境における MCF-7 の生存は、グルコース濃度および細胞内遊離型
Zn2+濃度に強く依存することを明らかにした。これまで、高濃度グルコース環
境は、通常の酸素濃度条件下では、MCF-7 の増殖には影響を与えず、プロテイ
ンキナーゼ C βII (PKC-βII)、グリコーゲン合成酵素 3β (GSK-3β)、核内因子



























 MCF-7 の ZIP6 安定ノックダウン細胞もまた、低酸素環境下で細胞内 Zn2+レ
ベルおよび生存を増加させ、その機序の一端として EMT による形質転換を示し
た。これまでに、ホルモン依存性の上皮接着性ヒト乳腺がん細胞 T47D におけ
る ZIP6 ノックダウンは、アポトーシス抵抗性と EMT を示すことが報告されて





る可能性もある。EMT における ZIP6 の機能に関しては、近年、精力的に解析
が進められている。EMT の制御には、ZIP6 と ZIP10 がヘテロダイマーを形成
し、細胞接着タンパク質 Neural cell adhesion molecule (NCAM1)との協調作用
が必要であることが報告されている [74]。本研究でも、低酸素環境における細
胞生存において、ZIP6 の機能制御に ZIP10 が必要である可能性があり、現在、
ZIP6 と ZIP10 との機能共役に関する検討を進めている。さらに、低酸素環境に



















を制御できるエストロゲンや転写因子 Signal transducer and activator of 










































































2. 高濃度グルコースによる MCF-7 の高い細胞運動能の獲得には、Zn2+とその













(1) 細胞培養  
エストロゲン受容体陽性ヒト乳がん細胞 MCF-7、トリプルネガティブヒト乳
がん細胞 MDA-MB-231 は、European Collection of Cell Cultures (ECACC)か
ら購入し、56℃、30 分間の条件で非働化した 10 %ウシ胎仔血清 (fetal bovine 
serum; FBS, GE Healthcare Life Sciences HyClone Laboratories)、100 U/mL
ペニシリン、100 μg/mL ストレプトマイシン (Nacalai Tesqu)を添加し、5.5 mM 
D-グルコース含有 minimum essential medium (MEM, Invitrogen)で培養した。
細胞培養は、37 ℃、5% CO2-95% air 条件下で行い、継代は 80～90%程度のコ
ンフルエント状態で 3-4 日毎に行った。ヒト子宮頸がん細胞 HeLa は理化学研
究所細胞バンクから購入し、ヒト前立腺がん細胞 DU-145 は Tomikazu Sasaki
教授 (University of Washington)から譲与され、乳がん細胞と同様の方法で培
養した。 
 
(2) Scratch wound healing assay  
MCF-7、MDA-MB-231、HeLa ならびにDU-145 を、6-well プレート (IWAKI)
に 5 ×105 cells/well の細胞密度で播種した。播種してから 17 または 24 時間後、
コンフルエントな状態の細胞を、滅菌した 10 μl チップを用いて直線状に剥離
した。細胞を phosphate-buffered saline (PBS)で洗浄することにより、剥離し
た細胞を除去した後、生体レベルのグルコース濃度 (5.5 mM D-glucose)と高濃
度グルコース (25 mM D-glucose)を含む 10% FBS 添加 MEM で培養し、浸透
圧コントロールには、D-glucose の代わりに D-mannitol や D-fructose を用いて
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培養した。グルコース感知機構の検討には、25 mM 2-デオキシグルコース 
(2-DG, グルコースアナログ, Nacalai Tesque)、1 μM cytochalasin B (GLUT 阻
害剤, Nacalai Tesque)、100 μM phloretin (GLUT 阻害剤, Sigma-Aldrich)ある
いは 100 μM phloridzin dehydrate (SGLT 阻害剤, Sigma-Aldrich)を、高濃度グ
ルコース培養と同時に処置した。細胞を剥離してから 24 時間後、細胞剥離直後
と同じ場所を Nikon 顕微鏡システム (Nikon)で撮影し、細胞が移動した面積を
画像解析用ソフト NIH Image J version 1.46 (NIH Image)を用いて数値化した。 
 
(3) Transwell migration assay 
 8.0 μm ポアサイズを有するメンブランフィルター付きチャンバー (Corning)
内に、MCF-7 および MDA-MB-231 を 2.5×104 cells/well で播種し、生体レベル 
(5.5 mM D-glucose)、高濃度グルコース (25 mM D-glucose)あるいは、浸透圧
コントロール (5.5 mM D-glucose + 19.5 mM D-mannitol) を含む 10%FBS 添
加 MEM で培養した。各条件で 24 時間培養後、フィルター下面に移動した細胞




(4) F-actin の観察 
 コラーゲンコートされたガラスベースディッシュ (ガラス部直径 12 mm, 
IWAKI)に、1 ×104 cells の MCF-7 を播種した。播種してから 24 時間後、生体
レベルのグルコース濃度 (5.5 mM D-glucose)、高濃度グルコース (25 mM 
D-glucose)あるいは、浸透圧コントロール (5.5 mM D-glucose + 19.5 mM 
D-mannitol) を含む 10% FBS 添加 MEM に培地交換し、引き続き培養した。
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各条件で 24 時間培養後、細胞を PBS で洗浄し、4% パラホルムアルデヒドを
室温で 30 分間処置することにより固定した。固定した細胞は、0.2% Triton 
X-100 で 10 分間浸透処理し、5%ウシ血清アルブミン (bovine serum albumin; 
BSA, Sigma-Aldrich)含有PBSで 30分間ブロッキングした。その後、遮光して、
Alexa Fluor® 546 標識 phalloidin (Invitrogen)を 90 分間反応させ、F-actin を
蛍光顕微鏡 (Nikon)で観察した。 
 
(5) 細胞抽出液の調製と Western blot 法 
MCF-7 あるいは MDA-MB-231 を播種してから 24 時間後、生体レベルのグ
ルコース濃度 (5.5 mM D-glucose)、高濃度グルコース (25 mM D-glucose)ある
いは、浸透圧コントロール (5.5 mM D-glucose + 19.5 mM D-mannitol) を含む
10% FBS 添加 MEM に培地交換し、引き続き培養した。各条件で 1 時間あるい
は 24 時間培養後、細胞を PBS で洗浄し、2 w/v% 3-(3-cholamidepropyl) 
dimethylammonio-1-propanesulphonate (CHAPS, Nacalai Tesque)、100 mM 
NaCl、2.5 mM HEPES、プロテアーゼ阻害剤 (Roche Diagnostics GmbH)を含
む CHAPS buffer で細胞を溶解した。細胞が溶解した液を微量高速遠心機で遠
心し (17,000 × g、10 分間、4℃)し、上清を細胞抽出液とした。各サンプルは-80℃
で保存し、タンパク質濃度は、QuantiProTM BCA kit (Sigma-Aldrich)を用い
て測定した。 
タンパク抽出液 20 μg を SDS sample buffer (Bio-Rad)に溶解し、7 分間煮沸
し急冷した。試料を SDS-PAGE (10% アクリルアミドゲル)で分離し、セミドラ
イ式のブロッターで、Immobilon Transfer Films (Merck Millipore)に転写した。
5% BSA/0.1% Tween 20 (Wako)含有 PBS (PBS-T)を用いて 90 分間ブロッキン
グした後、1 次抗体を 4℃で一晩反応させた。1 次抗体は、抗 GLUT1 抗体 
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(Abcam)、抗 GLUT12 抗体 (Abcam)および抗 GAPDH 抗体 (Santa Cruz 
Biotechnology)を用い、それぞれ希釈率は、1% BSA/PBS で 1000 倍、500 倍お
よび 1000 倍とした。1 次抗体反応後、PBS-T で洗浄し、2 次抗体を室温で 90
分間反応させた。2 次抗体は、Horseradish peroxidase 標識抗マウス IgG 抗体  
(GE Healthcare)および Horseradish peroxidase 標識抗ラビット IgG 抗体 (GE 
Healthcare)を用い、それぞれ希釈倍率は、1% BSA/PBS で 1000 倍および 2000
倍とした。2 次抗体反応後、PBS-T で洗浄し、ECL Western Blotting Detection 
Reagents (GE Healthcare)と反応させ、シグナルを X 線フィルム (GE 
Healthcare)上に露光して検出した。得られたバンドの定量は、NIH Image J 
version 1.46 を使用し、GAPDH に対する相対発現レベルを示した。 
 
(6) GLUT12 細胞内局在の観察 
13 mm のカバーガラス (Matsunami)に、MCF-7 を播種した (1.5 × 105 
cells/well)。播種してから 24 時間後、生体レベルのグルコース濃度 (5.5 mM 
D-glucose)、高濃度グルコース (25 mM D-glucose)あるいは、浸透圧コントロ
ール (5.5mM D-glucose+ 19.5mM D-mannitol) を含む 10% FBS添加MEMに
培地交換した。各条件で 1 時間培養後、細胞を PBS で洗浄し、4 % パラホルム
アルデヒドを室温で 30 分間処置することにより固定した。固定した細胞は、
0.2% Triton X-100 で 10 分間浸透処理し、5 % BSA 含有 PBS で 30 分間ブロッ
キングした。ブロッキング後、1 次抗体として抗 GLUT12 抗体 (Abcam)を 4℃
で一晩反応させた。1 次抗体反応後、PBS-T で洗浄し、2 次抗体として Alexa 





(7) GLUT12 ノックダウン細胞の作製 
 ヒト GLUT12 遺伝子 (GenBank accession no. NM_145176)をノックダウン
するため、Mission® Predesigned siRNA (5'-CAGUUUAUCCUACACGGUUT 
T-3 '/ 5'-AACCGUGUAGGAUAAACUGTT-3'; Sigma-Aldrich)を用い、ネガテ
ィブコントロール siRNA として、Mission Universal Negative Control siRNA 
(SIC001; Sigma-Aldrich)を用いた。各 siRNA を Lipofectamin 2000 Reagent 
(Invitrogen)用いて、MCF-7 にトランスフェクトした。トランスフェクトから






として Tukey-Kramer 法)あるいは二元配置分散分析  (事後テストとして




(1) 細胞培養  
 MCF-7 と MDA-MB-231 を、第一章に関する実験 (1)に準じて培養した。 
 
(2) Scratch wound healing assay 




(3) 細胞内への Zn2+取込み活性の測定 
Leung らが報告している細胞内への Zn2+取込み活性の測定と同様の方法を用
いた [93]。血清非添加の 18 nM 塩化亜鉛含有 MEM を用いて、37℃、5% CO2
インキュベーター内で 60 分間、MCF-7 を培養した。細胞を PBS で洗浄した後、
5 μM Zn2+特異的蛍光プローブ Newport Green DCF (Invitrogen)を MCF-7 に
導入した (37 ℃、5% CO2インキュベーター、30 分間)。細胞を PBS で洗浄し、
FACS Calibur フローサイトメーター (励起: 488 nm、蛍光フィルター: 515 - 
545 nm,  BD Biosciences)で蛍光強度を測定した。  
 
(4) Reverse transcription - polymerase chain reaction (RT-PCR) 
総 RNA の抽出には RNeasy Mini Kit (Qiagen)を用いた。RNA 100 ng に相
当する抽出液を試料として、oligo (dt)プライマーを用いた SuperscriptTM II 1st 
Stand cDNA Synthesis Kit (TaKaRa)による逆転写反応を行った。PCR 反応液
は、cDNA 液 (2 μl)、各プライマー、各種 Buffer、TaKaRa EX Taq (TaKaRa)
を混合し、調製した。プライマーの配列は、ヒト ZIP6 (forward: 
5’-TCTGTCACAAATCCCCTTCA-3', reverse: 5’-GGAGGGCTCTTGTGAGTC 
TG-3')、ヒト ZIP10 (forward: 5’- CCTGGTTCCTGAAGATGAGG-3', reverse: 
5’-CATGGCAGAGAGGAGGTTGT-3')、ヒト GAPDH (forward: 5’-CAATGGA 
AATCCCATCACCATC-3', reverse: 5’- TGAAGACGCCAGTGGACTCC-3')で
ある。PCR は、95℃、1 分の熱処理後、95℃ 30 秒、55℃ 30 秒、72℃ 1 分で
25 サイクル行った。PCR 産物は、2% アガロースゲルによる電気泳動後、0.5 
μg/mL エチジウムブロマイド (Nacalai Tesque)で染色し可視化した。得られた




 (5) shRNA ベクターの構築 
 ZIP6 あるいは ZIP10 に対する siRNA 発現プラスミドは、ヒト U6 プロモー
ターを搭載した siRNA 発現用ベクターpBAsi-U6 Neo DNA (Takara Bio Inc.)
に、ヘアピン型 RNA を発現させるための合成オリゴヌクレオチドを挿入するこ
とにより作製した。まず、Takara siRNA Design Support System (Takara Bio 
Inc.)を利用して、siRNA を設計し、Top strand と Bottom strand の 2 本のオリ
ゴヌクレオチドを合成した。次に合成オリゴヌクレオチドをアニーリングし、
制限酵素 BamHI (Takara Bio Inc.)と HindIII (Takara Bio Inc.)で処理した
pBAsi-U6 Neo DNA vector にライゲーションした。プラスミドの増幅は大腸菌
top10 (Invitrogen) を用い、その精製には QIAGEN Endofree Plasmid Maxi 
Kit (QIAGEN GmbH)を用い、プロトコールに従った。ネガティブコントロー
ルは、Takara siRNA Design Support System を利用して決定し、実験に使用
するすべての遺伝子配列と一致せず、BLAST 上ヒットしない配列を使用した。 
 
(6) shRNA ベクターの遺伝子導入 
 MCF-7 を、6-well プレートに 5 × 105 cells/well の密度で播種し培養した。24
時間後、ヒト ZIP6あるいはヒト ZIP10に対する siRNA発現ベクターを Fugene 
6 Transfection Reagent (Roche)を用いて、MCF-7 にトランスフェクトした。
対照群として、RNA 干渉の効果がないネガティブコントロール配列を含む
siRNA 発現ベクターを MCF-7 にトランスフェクトした。トランスフェクショ
ン 48 時間後、ZIP6 あるいは ZIP10 の遺伝子発現量を RT-PCR にて確認した。
プライマーの配列は、ヒト ZIP6 (forward: 5’-TCTGTCACAAATCCCCTTCA-3', 
reverse: 5’-GGAGGGCTCTTGTGAGTCTG-3') 、ヒト ZIP10 (forward: 5’- 
AGCACCACATGTTAAAAATAATGC-3', reverse: 5’-CATGGCAGAGAGGAG 
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GTTGT-3')、ヒト GAPDH (forward: 5’- CAATGGAAATCCCATCACCATC-3', 
reverse: 5’- TGAAGACGCCAGTGGACTCC -3')である。 
 
(7) Transwell migration assay 
 ZIP6 あるいは ZIP10 に対するノックダウン用 shRNAベクターをトランスフ
ェクトしてから 2 日後、第一章 (3)に準じ、細胞運動能を検討した。 
 
(8)統計解析 
 第一章に関する実験 (8)に準じた。 
 
第三章に関する実験 
(1) 細胞培養  
 MCF-7 を、第一章に関する実験 (1)に準じて培養した。 
 
(2) 低酸素モデルの作製 
 MCF-7 を播種してから 24 時間後、生体レベルのグルコース濃度 (5.5 mM 
D-glucose)、高濃度グルコース (25 mM D-glucose)あるいは、浸透圧コントロ
ール (5.5 mM D-glucose + 19.5 mM D-mannitol)を含む 1%FBS 添加 MEM に
培地交換した。各条件で 1～7 日培養後、4 × 104 cells/well の密度で 96-well プ
レート (IWAKI)に播種した。播種してから 24 時間後、アネロパックシステム
(MITSUBISHI GAS CHEMICAL)で作製した低酸素環境中  (1% O2、5% 
CO2-95% air, 37℃)で続けて培養した。正常酸素濃度の環境は、通常の培養と同




(3) MTT assay による細胞生存率の測定 
 細胞生存能は、CellTiter 96® Non-Radioactive Cell Proliferation Assay 
(Promega)を用いて、生細胞のホルマザン生成に基づく MTT assay により評価
した。各処置をした培地を除去後、テトラゾリウム成分を含む新たな培地を添
加し、95％ air-5% CO2、37℃で 4 時間培養した。その後、可溶化溶液 / 停止
混合溶液を添加し、可溶化したホルマザン生成物を、96-well マイクロプレート
リーダー (Bio-Rad)を用い 570 nm の吸光度を測定した。 
 
(4) 細胞死の評価 
アポトーシスの評価は、アポトーシス実行酵素 caspase 阻害剤 zVAD-fmk 
(Merck Millipore)で抑制されるアポトーシスに特徴的な核の形態変化 (核の断
片化および凝縮した核)を指標とした。各条件で培養した細胞を PBS で洗浄した
後、DNA 結合性蛍光色素 Hoechst 33342 (5 μM, Merck Millipore)を、室温で遮
光しながら 15 分間反応させた。PBS で洗浄した後、蛍光顕微鏡で観察した。各
サンプルにおいて、143 から 449 個の核を対象に、アポトーシスの特徴を示す
核の割合を求めた。 
       
(5) Western blot 法 
第一章に関する実験 (5)に準じて、各条件で処置した細胞から細胞抽出液を作
製し、タンパク質濃度を測定した。 
タンパク抽出液 (4 μg または 8 μg)を SDS sample buffer に溶解し、7 分間煮
沸し急冷した。試料を SDS-PAGE (10%または 15%ポリアクリルアミドゲル)で




1 次抗体は、抗 E-cadherin 抗体 (BD Bioscience)、抗 Vimentin 抗体 (Abcam)
および抗 β-actin 抗体  (Sigma-Aldrich)を用い、それぞれ希釈率は、1% 
BSA/PBS で 3000 倍、2000 倍および 2000 倍とした。1 次抗体反応後、PBS-T
で洗浄し、2 次抗体を室温で 90 分間反応させた。2 次抗体は、Horseradish 
peroxidase標識抗マウス IgG抗体およびHorseradish peroxidase標識抗ラビッ
ト IgG 抗体を用い、それぞれ希釈倍率は、1% BSA/PBS で 2000 倍および 4000
倍とした。2 次抗体反応後、PBS-T で洗浄し、ECL Western Blotting Detection 
Reagents と反応させ、シグナルを X 線フィルム上に露光して検出した。得られ




MCF-7 を、生体レベルのグルコース濃度 (5.5 mM D-glucose)、高濃度グルコ
ース (25 mM D-glucose)あるいは、浸透圧コントロール (5.5mM D-glucose + 
19.5mM D-mannitol)を含む 1%FBS 添加 MEM で 7 日間培養後、コラーゲンコ
ートされたガラスベースディッシュ (ガラス部直径 12 mm)に播種し (2 × 105 
cells/well)、さらに 24 時間培養した。続けて、低酸素環境で 48 時間培養後、細
胞を PBS で洗浄し、4% パラホルムアルデヒドを室温で 30 分間処置すること
により固定した。固定した細胞は、0.2% Triton X-100 で 10 分間浸透処理し、5 % 
BSA 含有 PBS で 30 分間ブロッキングした。ブロッキング後、1 次抗体として
抗 E-cadherin 抗体を 4℃で一晩反応させた。1 次抗体反応後、PBS-T で洗浄し、
2 次抗体として Alexa Fluor® 488 (Invitrogen) 標識抗マウス IgG 抗体を室温で
1 時間反応させた。F-actin 染色のため、Alexa Fluor® 546 標識 phalloidin を
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90 分間反応させた。核の染色には、DAPI を用い、退色防止剤 ProLong® Gold 
antifade reagent (Invitrogen)で封入し、蛍光顕微鏡で観察した。 
 
(7) 細胞内遊離型 Zn2+濃度の測定 
 細胞透過性亜鉛特異的蛍光プローブFluoZin-3 (Invitrogen)を細胞内に導入し、
その蛍光強度から、各サンプル間の細胞内遊離型 Zn2+濃度を比較した。手順は
次の通りである。MCF-7 を、2 μM FluoZin-3 含有無血清 MEM を用いて、95％ 
air-5% CO2、37℃条件下で 30 分間培養した。続けて、FluoZin-3AM を含まな
い無血清 MEM で 10 分間培養した。PBS で洗浄後、Tali Image-Based 
Cytometer (Invitrogen)を用いて、励起波長 488 nm および蛍光フィルター
515-545 nm の条件で蛍光強度を測定した。 
  
(8) 細胞内総 Zn 量の測定 
 細胞内総 Zn 量は、Metallo assay Zn LS Kit (Metallogenics)のプロトコール
に 従 い 、 2-(5-Bromo-2-pyridiylazo)-5-[N-n-propyl-N-(3-sulfopropyl) 
amino]phenol (5-Br-PAPS)法に基づいて測定した。各処置した細胞を PBS で洗
浄 し 、 radioimmunoprecipitation buffer (RIPA buffer, Thermo Fisher 
Scientific)で回収した。回収した溶液は、氷上に 10 分間静置した後、酸性 (pH2
～3)に調製し、ボルテックスをかけた。さらに氷上で 30 分間静置した後、微量
高速遠心機で遠心し(13,000 × g、10 分間、4℃)、上清をアッセイ検体とした。
アッセイ検体に 5-Br-PAPS と変性剤を含む溶液を添加し、生成した Zn キレー
ト錯体の量を、96-well マイクロプレートリーダーを用いて、570 nm 波長の吸
光度より測定した。RIPA buffer で回収した溶液のタンパク定量には
QuantiProTM BCA Kitを用い、細胞内総 Zn量は総タンパク質量で標準化した。
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さらに、細胞内 Zn は大部分が結合型として存在するため、細胞内遊離型 Zn2+
濃度に相当する蛍光強度を細胞内総 Zn 量で標準化した値を Zn point として示
し、統計学的な相関解析に用いた。 
 
(9) Reverse transcription - polymerase chain reaction (RT-PCR) 
総 RNA の抽出、cDNA の合成、PCR の条件は、第二章に関する実験 (4)に準
じ た 。 プ ラ イ マ ー の 配 列 は 、 ヒ ト ZIP6 (forward: 
5’-TCTGTCACAAATCCCCTTCA-3', reverse: 5’-GGAGGGCTCTTGTGAGTC 




(10) ZIP6 安定ノックダウン細胞の作製 
 ZIP6 に対する siRNA 発現プラスミドの構築は、第二章に関する実験 (5)に準
じた。ZIP6 安定ノックダウン細胞株を樹立するため、MCF-7 を 10 cm ディッ
シュ (Thermo Fisher Scientific)に 4 × 105 cells の密度で播種した翌日に、ZIP6
に対する siRNA 発現プラスミドを Fugene 6 Transfection Reagent を用いて、
MCF-7 に遺伝子導入した。対照細胞株は、RNA 干渉の効果がないネガティブ
コントロール配列を含む siRNA 発現ベクターを MCF-7 に遺伝子導入して、
ZIP6 安定ノックダウン細胞株と同様の手順で作製した。トランスフェクション
の 48 時間以降は、1.0 mg/mL G418（Thermo Fisher Scientific）存在下で、ネ
オマイシン耐性遺伝子を指標に選択培養し、生存できて増殖するクローンを 2
週間以内に単離した。各クローンにおける ZIP6 の遺伝子発現量は RT-PCR に
より確認した。プライマーの配列は、ヒト ZIP6 (forward: 5’- TCTGTCACAAA 
66 
 
TCCCCTTCA-3', reverse: 5’-GGAGGGCTCTTGTGAGTCTG-3')、ヒトGAPDH 







 実験回数、得られたデータの表記は、第一章に関する実験 (8)に準じた。2 群
の平均値間の有意差検定には、等分散のデータの 2 群の比較には対応のない t
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